Bioactivity and Functional properties of Yanang, Krueo Manoy and Rang Chuet extracts by รัชฎาพร, อุ่นศิวิไลย์ et al.
1 
 











เครือหมาน้อย และรางจืด  
(Bioactivity and Functional properties of Yanang, Krueo Manoy 


























น้อย และรางจืด  
(Bioactivity and Functional properties of Yanang, Krueo Manoy 




ดร.รัชฎาพร  อุ่นศิวไิลย์  





1. ดร.จิราวรรณ  อุ่นเมตตาอารี 
  2. ดร. จิตรา  สิงห์ทอง 
 
















         การวิจยัฉบบัน้ีสาํเร็จลุล่วงดว้ยดี  ผูว้ิจยัขอขอบพระคุณ ผศ.ดร.เบญ็จมาศ  จิตรสมบูรณ์ท่ี
กรุณาใหค้าํปรึกษา ช้ีแนะ และใหค้วามช่วยเหลือในการศึกษาวิจยัอยา่งดียิง่ตลอดมา   และนกัศึกษา
ปริญญาเอก สาขาวิชาชีววิทยา สาํนกัวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ท่ีอาํนวยความ
สะดวกในการใชห้อ้งเซลลแ์ละการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ และใหค้วามช่วยเหลือในการทาํวิจยั     
ขอขอบคุณวนัชยั จอกกระโทก และเจา้หนา้ท่ีประจาํศูนยเ์คร่ืองมือ 1, 3 และ 9 มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารีทุกท่านท่ีเสียสละเวลา ใหค้วามช่วยเหลือ และอาํนวยความสะดวกแก่ผูว้ิจยัดว้ยดี
ตลอดมา ขอบคุณโรงพยาบาลครบุรีสาํหรับ วตัถุดิบรางจืด เพื่อใชใ้นการวิจยั  
        การวิจยัคร้ังน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 2553 

































โดยไดท้าํการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด  ไดแ้ก่ปริมาณ
ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด  (Total phenolic)  การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล ์โดยเตรียมสารสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ นํ้ า แอทานอล และอะซีโตน จาก
การศึกษาพบวา่ปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัรางจืดนํ้ามีปริมาณสูงสุด (2,634.87 mg 
GAE /100 g RM) รองลงมาไดแ้ก่สารสกดันํ้าเครือหมานอ้ยและยา่นาง  (1,940.73 mg GAE /100 
g RM  และ 978.99 mg GAE /100 g RM) ตามลาํดบั ส่วนสารสกดัรางจืดดว้ยอะซีโตนมี
ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดตํ่าท่ีสุด (81.58 mg GAE / 100 g RM)  และเม่ือศึกษาคุณสมบติัการเป็น
สารตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ยวิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา่ สารสกดัรางจืดนํ้ามี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุดท่ี ค่า IC50 3.920 mg/ml, 1.598 mg/ml และ 0.254 mmol 
Fe2+/g RM ตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดันํ้าของสมุนไพรทั้งสามชนิด รองลงมาไดแ้ก่เครือ
หมานอ้ย และยา่นาง ตามลาํดบั 
จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารสกดัสมุนไพรทั้งสามชนิดโดยวิธี MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Colorimetric assay พบวา่ สารสกดัรางจืด 
เอทานอลมีความสามารถในเป็นสารตา้นการเพิ่มจาํนวนของเซลลไ์ดดี้ท่ีสุดใน Caco-2 cell lines  
รองลงมาคือสารสกดัเครือหมานอ้ยและสารสกดัยา่นาง โดยมีค่า IC50  มากกวา่ 100 µg ของสาร






















Tiliacora triandra (Colebr.) Diels (Yanang), Cissampelos pareira (Kreu MA noy) and 
Thunbergia Laurifolia Lindl(Rang chuet, RC) are widely described in traditional medicine for 
protection against dietary and environmental toxicant.  These plants have been used for long time 
but less scientific information. The objectives of study are investigated bioactivity of the extracts 
for useful information could be provide a better understanding of the antioxidant properties and 
cytotoxicity for further investigation and development into value-added food products and 
neutraceuticals. 
Antioxidant activities and total phenolic content of all three crude extracts were evaluated 
using DPPH, ABTS, FRAP assays and the Folin-Ciocalteu method. It was found that RC water 
crude extract showed the highest total phenolic content  (2,634.87 mg GAE /100 g RM) compared 
to Yanang and Kreu Ma Noy at total phenolic content  of 1,940.73 mg GAE /100 g RM  and  
978.99 mg GAE /100 g RM respectively. The lowest phenolic content  founded in RC acetone 
crude extract at the value of   81.58 mg GAE / 100 g RM. In addition,  RC water crude extract 
displayed the highest antioxidant activities determined by DPPH assay, ABTS assay and FRAP 
assay at the IC50 3.920 mg/ml, 1.598 mg/ml and 0.254 mmol Fe2+/g RM. Antioxidant activity 
followed by RC,  Yanang, Kreu Ma Noy respectively. 
All crude extracts were subsequently investigated for their cytotoxicity in Caco-2 cell lines. 
The low toxicity was indicated at concentrations higher than 100 µg/mL for all crude extracts, 
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บทที ่ 1  
บทนํา 
 
1. ความสาํคญั และท่ีมาของปัญหาท่ีทาํการวิจยั 
อาหารเสริมสุขภาพในไทยมีมานานแลว้  ควบคู่การใชส้มุนไพรเพื่อป้องกนัรักษาโรค  โดย
เป็นการใชส้มุนไพรเพื่อใหแ้ขง็แรงและอายยุนื  ท่ีเรียกเป็น ยาอายวุฒันะ  หรือเสริมพละกาํลงั  ท่ีเรียก
เป็น  ยาบาํรุง  ยาโป๊ว  เช่น โสม  เขากวางอ่อน  หูฉลาม  ปลิงทะเล  รังนกนางแอ่น  ตลอดจนอวยัวะ
สตัวห์ายากบางชนิด  เช่น ดีหมี เลือดแรด ซ่ึงปัจจุบนัไดเ้ตรียมมาในรูปแบบท่ีใชไ้ดส้ะดวก  และมี
การศึกษาสรรพคุณทางวิทยาศาสตร์มากข้ึน ทาํใหก้ารยอมรับเป็นไปในวงกวา้ง  จากการใชใ้น
ผูสู้งอายหุรือผูท่ี้ร่างกายไม่ค่อยแขง็แรง  มาเป็นคนทุกเพศทุกวยัท่ีตอ้งการมีสุขภาพแขง็แรง  มีมูลค่า
ทางการตลาดมากกวา่ 30,000  ลา้นบาท  และมีแนวโนม้จะขยายตวัไม่ตํ่ากวา่ร้อยละ  30-40 ต่อปี 
ผลิตภณัฑเ์สริมสุขภาพเหล่าน้ี  ส่วนมากนาํเขา้และขายโดยตรงต่อผูบ้ริโภค  โดยอา้งวา่มี
ประโยชน์มากมายมหาศาล  สามารถรักษาโรคไดห้ลายอยา่ง  ถา้พิจารณาในแง่การป้องกนัดูแลรักษา
สุขภาพแบบองคร์วม  ของเหล่าน้ีอาจช่วยส่งเสริมการสร้างภูมิคุม้กนั  ปรับสมดุลแก่ร่างกาย  จึงมีผล
ใหสุ้ขภาพดีข้ึน  แต่บางชนิดอาจก่อใหเ้กิดอนัตรายได ้ เช่น  ถา้ใชใ้นขนาดสูง  หรือในระยะเวลานาน   
อาจบดบงัอาการของโรคท่ีเป็นอยู ่ หรืออาจเป็นพิษเฉียบพลนั/ พิษเร้ือรังได ้
ดงันั้น  การใชผ้ลิตภณัฑจึ์งควรร่วมกบัการมีพฤติกรรมบริโภคท่ีถูกตอ้ง  และอยูใ่นความดูแล
ของผูท่ี้มีความรู้พื้นฐานเร่ืองสุขภาพและผลิตภณัฑดี์พอ  เพื่อจะไดมี้การใชใ้หเ้หมาะสมต่อสภาพ
ร่างกายของแต่ละบุคคล  ในช่วงเวลานั้น และผลิตภณัฑท่ี์ใชส่้วนมากเป็นสมุนไพร  จะตอ้งมี
ประสิทธิภาพดีพอควรมีการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานเช่นเดียวกบัสมุนไพร  แมก้ระทรวง
สาธารณสุขยงัไม่มีประกาศกาํหนดคุณภาพหรือมาตรฐานโดยเฉพาะสาํหรับอาหารเสริมสุขภาพ
ทัว่ไป  เน่ืองจากมีสูตร  ส่วนประกอบแตกต่างกนัมากกต็าม 
2. วตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั 
ศึกษาคุณสมบติัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด 
ไดแ้ก่ ศึกษาหาปริมาณ Total phenolic ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและศึกษา
คุณสมบติัการเป็นสารตา้นการเพิ่มจาํนวนของเซลล ์
3. ขอบเขตของโครงการวิจยั 
การวิจยัน้ีแบ่งเป็น 2 ขั้นการทดลองไดแ้ก่ 
3.1 การเตรียมสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด โดยใชส้ารสกดัสามชนิดคือ 










3.2 ศึกษาคุณสมบติัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และ
รางจืด 
3.2.1 ศึกษาหาปริมาณ Total phenolic  
3.2.2 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ 
3.2.3 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นการเพิ่มจาํนวนของเซลล ์
4. ทฤษฎี  สมมติฐาน (ถา้มี)  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจยั (Conceptual Framework) 
   ความเขา้ใจความสมัพนัธ์ระหวา่งโภชนาการ  และสุขภาพ มีผลต่อการพฒันา
แนวความคิดของอาหารเชิงหนา้ท่ี ( Functional Food)  ซ่ึงหมายถึงการปฏิบติัและการเขา้หาแบบใหม่ 
ๆ เพื่อท่ีจะไดรั้บภาวะสุขภาพท่ีแขง็แรงโดยสนบัสนุนการกินดีอยูดี่และลดภาวะความเส่ียงต่อการ
เป็นโรค  การศึกษาวิจยัเก่ียวกบัอาหารเชิงหนา้ท่ี  กบัการป้องกนัโรคเร้ือรังท่ีไม่มีการติดต่อ  ไดแ้ก่
โรคมะเร็ง ไดก้ระตุน้ความสนใจในสารพฤษเคมีจากพืชในแง่ขององคป์ระกอบท่ีเป็นสารออกฤทธ์ิ
อาหารโดยเฉพาะการนาํพืชสมุนไพรมาบริโภคในแง่ของการรักษา ป้องกนัโรคตามแนวปฏิบติัดั้งเดิม  
ในปัจจุบนัความสนใจในดา้นผลของอาหารต่อสุขภาพมีเพิ่มมากข้ึน  แต่การนาํสมุนไพรมาใชบ้ริโภค
ในปัจจุบนัยงัขาดองคค์วามรู้ท่ีถูกตอ้งในดา้นของฤทธ์ิทางชีวภาพ  คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี  การเตรียม
สมุนไพรในการบริโภค  รวมทั้งการนาํสมุนไพรมาประยกุตใ์ชใ้นอาหาร  งานวิจยัน้ีจึงมีเป้าหมายท่ี
จะศึกษากรรมวิธีการเตรียมสารสกดั  ฤทธ์ิทางชีวภาพ  คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี  พร้องทั้งการเตรียมไม
โครแคปซูลของสารสกดัสมุนไพรเพื่อนาํไปใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑอ์าหารเสริมสุขภาพ
หรืออาหารฟังชัน่ (Functional Food)    
5.วิธีดาํเนินการวิจยัและสถานท่ีทาํการทดลอง / เกบ็ขอ้มูล 
1. เตรียมสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย และรางจืดตามวิธีของ Jittra และคณะ (2006) และ
รัชฎาพรและ คณะ (2007) 
2.    ศึกษาคุณสมบติัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด 
2.1  ศึกษาหาปริมาณ total phenolic โดยวิธี Folin-Ciocalteu method (Prior et al, 2007) 
2.2 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay, FRAP assay, แล
และ ABTS (Bae and Suh, 2007) 
2. ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยวิธี MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) colorimetric assay (Netzel et al., 2007) 
6. ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร  จดสิทธิบตัร ฯลฯ และหน่วยงานท่ีนาํ
ผลการวิจยัไปใชป้ระโยชน์   
ผูใ้ชป้ระโยชน์จากการวิจยั 









2.  กลุ่มประชากรเป้าหมายท่ีผลิตและจาํหน่ายสมุนไพร   
3.  ผูบ้ริโภคผลิตภณัฑมี์สารสกดัสมุนไพรธรรมชาติเป็นส่วนประกอบ 
7. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลย ีหรือผลการวิจยัสู่กลุ่มเป้าหมาย 
7.2 นาํเสนอผลงานในท่ีประชุมวิชาการระดบัชาติ 
7.3  จดัฝึกอบรมแก่ กลุ่มประชากรเป้าหมายหรือหน่วยงานในทอ้งถ่ินท่ีผลิตและจาํหน่าย







































ตา้นออกซิเดชนั และสารตา้นการกลายพนัธ์ุ (antimutagrns) ซ่ึงเกิดจากอนุมูลอิสระ (free radical) 
และการใชส้ารประกอบฟีนอลในการป้องกนัโรคต่างๆ โดยเฉพาะโรคหวัใจขาดเลือด และมะเร็ง 
โดยสารประกอบฟีนอลจะทาํหนา้ท่ีกาํจดัอนุมูลอิสระและไอออนของโลหะท่ีสามารถเร่งการเกิด  
ปฏิกิริยาออกซิเดชนั ของไขมนัและโมเลกลุอ่ืนๆ ดว้ยการใหอ้ะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ 
อยา่งรวดเร็วดงัปฏิกิริยาต่อไปน้ี(Husain และคณะ 1989; Rice-Evans และคณะ 1997) 
ROO● + PPH       ROOH + PP● ------------- 1.1) 
RO● + PPH         ROH + PP●   ------------- (1.2) 
เม่ือ ROO●, RO● คือ free radicals, PPH คือ polyphenolic compound 
เม่ือสารประกอบฟีนอลใหอ้ะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระไปแลว้  อนุมูลอิสระขอ งสาร 
ประกอบฟีนอลจะค่อนขา้งมีเสถียรภาพ  ดงันั้นจึงไม่ทาํปฏิกิริยาอ่ืนต่อไป  ยิง่ไปกวา่นั้นอนุมูลอิสระ
ของสารประกอบฟีนอลบางชนิดยงัคงสามารถรวมตวักบัอนุมูลอิสระอ่ืนไดอี้กดว้ย  จึงทาํใหส้ารประ 
กอบฟีนอลเหล่านั้นลดจาํนวนอนุมูลอิสระลงไดถึ้ง 2 เท่า ดงัปฏิกิริยาต่อไปน้ี  
 
ROO● + PP●                ROOPP -------------- (1.3) 
RO● + PP●                    ROPP    ------------- (1.4) 
สารประกอบฟีนอลท่ีถูกพบวา่มีคุณสมบติัเป็นสารตา้นออกซิเดชนั นั้น สามารถพบไดใ้น 
ส่วนต่างๆของพืช เช่น เมลด็ (ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง ถัว่ลิสง เมลด็ฝ้าย ขา้วและงา) ผล (ไดแ้ก่ องุ่น สม้ 
และ พริกไทยดาํ) ใบ (ไดแ้ก่ ชา และเคร่ืองเทศต่างๆ ) และส่วนอ่ืนๆ (ไดแ้ก่ มนัเทศ และหวัหอม) 
และหน่ึงในสารประกอบฟีนอลท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีกคื็อ flavonoids (ไดแ้ก่ flavones, flavonols, 
isoflavones, catechins, flavonones และ chalcones) และ cinnamic acid derivatives (caffeic acid, 
ferulic acid, chlorogenic acid และ อ่ืนๆ) โดยสามารถพบไดใ้นเกือบทุกส่วนของพืชแต่จะมีความ 
แตกต่างกนัออกไปในดา้นของชนิดและปริมาณ 
2.  อนุมูลอสิระ 
อนุมูลอิสระ (free radical) คือ โมเลกลุ หรือไอออนท่ีมีอิเลก็ตรอนโดดเด่ียวอยูร่อบนอกและ
มีอายสุั้นมาก 10-13-10-10 วินาที จึงจดัวา่เป็นโมเลกลุท่ีไม่เสถียรและวอ่งไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี










ก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาลูกโซ่  ยกตวัอยา่งเช่น superoxide anion radical (O2●), hydroxyl radical (HO●) 
และ peroxide radical (ROO●) เป็นตน้ (Punchard and Kelly,1996) 
อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน แบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท ดงัน้ี 
1. อนุมูลอสิระทีเ่กดิขึน้ภายในร่างกาย ซ่ึงเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมตามปกติใน 
ร่างกาย  หรือเกิดจากการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายท่ีมีการสร้างอนุมูลอิสระ
ข้ึนมา เพื่อสูก้บัเช้ือโรคบางชนิด 
2. อนุมูลอสิระทีม่าจากส่ิงแวดล้อมภายนอก ซ่ึงไดแ้ก่ สารเคมีและ ส่ิงปนเป้ือนท่ีมากบั 
อากาศท่ีเราหายใจเขา้ไป สารเติมแต่งอาหาร สีผสมอาหาร สารเคมีปนเป้ือนในอาหาร 
สารกนับูด หรือสารเคมี ต่างๆ ท่ีใชใ้นการเกษตร ฯลฯ 
จากท่ีกล่าวมาแลว้วา่ อนุมูลอิสระถูกสร้างข้ึนมาจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของร่างกาย 
เอง และในภาวะท่ีผดิปกติ เช่น ภาวะของโรค หรือภาวะท่ีร่างกายแวดลอ้มดว้ยมลพิษ โดยภาวะท่ี 
ผดิปกติ จะส่งผลใหร่้างกายเกิดการสะสมของอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน ดงันั้นจาํเป็นท่ีร่างกายตอ้ง 
หาทางป้องกนั ส่ิงท่ีร่างกายสร้างข้ึนเพื่อปกป้องตวัเองกคื็อ ระบบตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ซ่ึงประกอบไปดว้ยสารหรือเอนไซมต่์างๆ ท่ีความเขม้ขน้ตํ่าๆ กส็ามารถชะลอหรือป้องกนัปฏิกิริยา 
ออกซิเดชนัของสารท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา แต่อยา่งไรกต็ามมีบางภาวะท่ีปริมาณอนุมูลอิสระมีมาก 
เกินกวา่ท่ีระบบตา้นอนุมูลอิสระจะจดัการได ้จะเกิดภาวะท่ีเรียกวา่ oxidative stress ข้ึนมา ซ่ึงจะ 
ส่งผลกระทบต่อเซลลส่ิ์งมีชีวิต และรุนแรงไปถึงการเกิดโรค 
ดว้ยเหตุน้ีมนุษยเ์ราจึงจาํเป็นตอ้งรับประทานอาหารท่ีเป็นแหล่งของสารตา้นออกซิเดชนั 
ไดแ้ก่ วิตามิน เอ วิตามิน ซี วิตามิน อี สารสกดัจากพืชชนิด  
คุณสมบติัของสารประกอบฟีนอลทางเคมีท่ีใชมี้ความหมายวา่ เป็นตวักาํจดัอนุมูลอิสระ 
(radical) ซ่ึงนัน่คือ ความสามารถในการตา้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอล 
สาํหรับสารประกอบฟีนอล สามารถนิยามความหมายของคาํวา่ สารตา้นออกซิเดชนั ไดโ้ดยอาศยั 
หลกัพื้นฐาน 2 ขอ้ ดงัน้ีคือ  
1. ท่ีความเขม้ขน้ตํ่าๆ สารตั้งตน้กจ็ะสามารถถูกชะลอ หรือสามารถป้องกนัการเกิด 
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยาได ้

















ของโมเลกลุ หรือไอออนท่ีมีอิเลก็ตรอนโดดเด่ียว   โดยวิธีท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่  2, 2-azobis (3-ethyl-
benzothialzoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ferric reducing 
antioxidant power (FRAP) และ the oxygen radical absorption capacity (ORAC) และอ่ืนๆ ซ่ึงมกั
นาํมาใชใ้นการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นตวัตา้นออกซิเดชนัในผกัและผลไมช้นิดต่างๆ  
3.1  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH assay)  
DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั ซ่ึงใช ้reagent คือ 
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (รูปท่ี 1) เป็น stable radical ในตวัทาํละลาย methanol ซ่ึง 




รูปที ่1 สูตรโครงสร้างของ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH radical ) 
(Osman, 2011) 
โดย DPPH● จะเกิดปฏิกิริยากบั antioxidant (AH) หรือกบั radical species (R●) ไดด้งัสมการท่ี 
(1.1) และ (1.2) 
DPPH● + AH    DPPH-H + A● -------------(1.5) 
DPPH● + R●    DPPH-R            -------------(1.6) 
 
ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัไดสู้ง ความเขม้ของสารละลายสีม่วง 









ปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีทาํใหค้วามเขม้ขน้ของ  DPPH● เหลืออยู่ 50% (Brand- William et al., 
1995 และ Gil et al., 2002) 
3.2 วธีิ 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation radical -scavenging assay 
: (ABTS assay)  
ABTS assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั (antioxidant 
capacity) ซ่ึงใช ้reagent คือ 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 
salt (รูปท่ี 1.15) เป็น stable radical ใน aqueous solution สารละลายน้ีมีสีเขียว  ดูดกลืนแสงไดดี้ท่ี
ความยาวคล่ืน 734 nm  รูปท่ี 1.15 สูตรโครงสร้างของ  2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-








รูปที ่2 สูตรโครงสร้างของ 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
diammonium salt 
 
การทาํใหเ้กิด ABTS cation radical ทาํไดห้ลายวิธี ดงัน้ี 
1. ใช ้enzyme reaction คือ ใชเ้อนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัใหเ้กิด ABTS cation 
radical เช่น peroxidase, myoglobin เป็นตน้ 
2. ใช ้ chemical reaction โดยใชส้ารเคมี  เช่น manganese dioxide, potassium 
persulfate,2,2’-azo-bis-(2-amidinopropane)(ABAP) เป็นตน้ 
OH + ABTS              ABTS+ + H2O -------------(1.6) 
antioxidant (AH) จะทาํปฏิกิริยากบั ABTS+ ดงัน้ี 
ABTS+ AH               ABTS + A ------------- (1.7) 
มีผลใหค้วามเขม้ของสารละลายสีเขียวลดลงดว้ย โดยจะรายงานผลการทดลองเป็นค่า 50% 
effective concentration (EC50) ซ่ึงหมายถึง ปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีทาํใหค้วามเขม้ขน้ของ 
ABTS+ เหลืออยู ่50%  หรือรายงานผลเป็น 50% inhibition concentration (IC50) ซ่ึงหมายถึง 









3.3 Ferric reducing antioxidant power (FRAP assay)  
 FRAP assay เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีใชใ้นการตรวจสอบความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั  โดย
อาศยั ปฏิกิริยารีดอกซ์ และติดตามการเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบเชิงซอ้น  คือ เม่ือสารประกอบ
เชิงซอ้น ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ไดรั้บอิเลก็ตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนั  แลว้จะ




รูปที ่3 ปฏิกิริยาของ FRAP assay 
วิธี FRAP สามารถติดตามปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยวดัค่า absorbance ท่ี 595 nm จากนั้นศึกษา 
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัในสารตวัอยา่ง โดยการเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน Ferrous 
sulfate แลว้รายงานเป็นค่า  FRAP value ขอ้ดีของวิธีน้ีกคื็อ  เสียค่าใชจ่้ายนอ้ย  สะดวก รวดเร็ว มี
ขั้นตอนในการทดลองไม่ยุง่ยาก  ซบัซอ้นและมี reproducibility ดี (Benzie and Strain, 1999; Guo et 
al., 2003; Jimenez-Escrig et al., 2001) 
2. การเพาะเลีย้งเซลล์และเนือ้เยือ่ 
การเพาะเล้ียงเซลล ์หมายถึง การรักษาสภาพมีชีวิต การเจริญเติบโต และพฒันาการของเซลล์
สตัว ์ภายใตส้ภาวะนอกร่างกาย (ในอาหารเล้ียงเซลล)์ ท่ีเหมาะสม ติดต่อกนัเป็นเวลานาน  เทคนิคการ
เพาะเล้ียงเซลลเ์กิดข้ึนจากความตอ้งการศึกษาพฤติกรรมและกระบวนการต่างๆของเซลลท่ี์ปลอดจาก
การรบกวนของปัจจยัต่างๆท่ีเกิดข้ึนจากตวัสตัว ์ 
การเพาะเล้ียงเซลล์  สายพนัธ์ุ (cell lines) หรือเซลลจ์ากอวยัวะส่ิงท่ีมีชีวิต  (primary cell 
culture) หรือการใช ้subcellular preparations (ส่วนประกอบระดบัเซลล)์ โดยเฉพาะเพื่อใชใ้นงานวิจยั
ทางดา้นเภสชัวิทยา  และพิษวิทยา  ซ่ึงก่อนหนา้น้ีอาศยัเฉพาะสตัวท์ดลองเท่านั้น  การทดลองโดย
วิธีการท่ีเก่ียวกบัเซลลด์งักล่าวจดัเป็นการทดสอบในระดบัหลอดทดลอง  (in vitro test) ซ่ึงเป็น
การศึกษาถึง ขอ้มูลเบ้ืองตน้หรือขอ้มูลขั้นพื้นฐานในระดบัเซลลเ์พื่อเป็นแนวทางในการศึกษาขั้นสูง
ในสตัวท์ดลอง  (in vivo test) ต่อไปตลอดจนการนาผลท่ีไดม้าใชท้ดลองทางคลินิกในคนในท่ีสุด  
อยา่งไรกต็ามขอ้มูลท่ีไดม้าจากการศึกษาในเซลลส์ายพนัธ์ุ  (cell lines) อาจเป็นเพียงขอ้มูลขั้นพื้นฐาน









นาผลไปใชว้า่ตอ้งการความเฉพาะเจาะจงถึงขั้นไหน  ตวัอยา่งเช่น งานวิจยัทางดา้นเภสชัวิทยาท่ีเนน้
ไปในแง่พิษวิทยานั้นเป็นการศึกษาถึงขบวนการเมตาบอลิซึมซ่ึงรวมไปถึงการกาจดัยาหรือสารเคมีท่ี
เขา้สู่ร่างกาย เน่ืองจากขบวนการดงักล่าวเป็นหนา้ท่ีของอวยัวะตบัและไต ดงันั้นการทดสอบในหลอด
ทดลองจึงจาเป็นตอ้งใชเ้ซลลท่ี์ไดม้าจากอวยัวะนั้น  ๆ โดยอาศยักระบวนการแยกเซลลจ์ากอวยัวะ
ดงักล่าวเพื่อนามาเล้ียงในหลอดทดลองและทาํการทดสอบต่อไป  
จะเห็นวา่  primary cell culture มีประโยชน์ต่อการศึกษาทางเภสชัวิทยาและพิษวิทยา
โดยเฉพาะการทดสอบในแง่การตรวจกรอง  (screening) หรือการศึกษาเชิงเปรียบเทียบก่อนท่ีจะ
ตดัสินใจเลือกใชโ้มเดลสตัวท์ดลองท่ีเหมาะสม  เพราะวิธีดงักล่าวเป็นการช่วยลดปริมาณการใช้
สตัวท์ดลองเน่ืองจากจานวนเซลลต์บัหรือไตท่ีไดจ้ากหนูทดลอง  1 ตวั สามารถนาํมาเตรียมเป็นเซลล์
ไดจ้านวนมากสาหรับใชใ้นการทดสอบ  นอกจากน้ียงัเป็นการลดตน้ทุนในการทดลองอีกดว้ยขอ้
ไดเ้ปรียบของการทดสอบในระดบัหลอดทดลอง  (in vitro test) คือ ผลท่ีไดมี้ความน่าเช่ือถือสูงระดบั
หน่ึงเพราะเป็นการทดสอบในเซลลซ่ึ์งเป็นหน่วยยอ่ยท่ีสุดของส่ิงมีชีวิตขั้นตอนและวิธีการทาง่ายไม่
ซบัซอ้นเม่ือเทียบกบัการทดสอบในสตัวท์ดลอง ไม่มีผลรบกวนจากระบบไหลเวียนโลหิต  และระบบ
ฮอร์โมนทาใหง่้ายต่อการแปรผล  ปริมาณสารท่ีใชท้ดสอบใชใ้นปริมาณนอ้ย  สามารถทดสอบจานวน
ตวัอยา่งหลายตวัอยา่งในการเตรียมเซลลแ์ต่ละคร้ัง  
ดงันั้นเห็นไดว้า่ เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นทางเลือกหน่ึง  เพื่อทดแทนการทดสอบความ
เป็นพิษในสตัวท์ดลองในอนาคต  จากการศึกษาของ National Research Council ของสหรัฐฯ สรุปผล
วา่ การทดสอบสารเคมีในสตัวท์ดลองเพื่อวดัความเป็นพิษในมนุษยน์ั้นควรจะลดลงและยกเลิกใน
ท่ีสุด และเสนอวา่ควรมีการทดลองในเซลล์  เซลลไ์ลน์  (cell line) หรือส่วนประกอบของเซลล์  
(cellular compound) ทดแทน  ทั้งน้ีเน่ือง จากวิทยาศาสตร์มีความกา้วหนา้ในดา้นระบบชีววิทยา  และ
มีการคน้พบวิธีต่างๆในการทดสอบเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ซ่ึงเป็นพื้นฐานการเปล่ียนแปลงท่ีสามารถนาไป
ใชใ้นการตดัสินถึงความเส่ียงของสารเคมี  (risk chemical) ท่ีมีต่อมนุษย ์ ช่วยใหน้กัวิทยาศาสตร์
พิจารณาถึงผลของการสมัผสัสารเคมีวา่อยูใ่นระดบัใดจึงจะมีผล ทาํใหก้ารทางานของเซลลแ์ละระบบ
ชีวเคมีของร่างกายไดรั้บผลกระทบจนก่อ ใหเ้กิดโรค 
3. การทดสอบความสามารถในการมีชีวติของเซลล์  
เป็นการทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของเซลลห์ลงัจากเหน่ียวนาใหเ้กิด  reactive 
oxygen species (ROS) ข้ึนในเซลลส์ารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระอาจลดการตายของเซลลเ์น่ืองจาก
ภาวะเครียดจากออกซิเดชนั  โดยนบัจานวนเซลลท่ี์มีชีวิต  (viable cell) และเซลลท่ี์ตาย  (dead cell) 
หรือทดสอบจากการทางานของไมโทคอนเดรีย  และคาํนวณเซลลท่ี์มีชีวิต  เป็นร้อยละของความ  










วธีิ MTT reduction assay 
หลกัการทดสอบความเป็นพิษโดยวิธี  MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylyhiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) คือการวดัจานวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิตอยูโ่ดยวดัจาก  mitochondrial 
succinic dehydrogenase activity ซ่ึงเซลลท่ี์มีชีวิตจะมี mitochondrial function ในเซลล์ Krebs cycle ท่ี
เกิดใน mitochondria เป็น metabolic pathway ท่ีสาํคญัในการสงัเคราะห์  adenosine triphosphate จาก
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนั 
หลกัการทดสอบความเป็นพิษโดยวิธี  MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylyhiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) คือการวดัจานวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิตอยูโ่ดยวดัจาก  mitochondrial 
succinic dehydrogenase activity ซ่ึงเซลลท่ี์มีชีวิตจะมี mitochondrial function ในเซลล์ Krebs cycle ท่ี
เกิดใน mitochondria เป็น metabolic pathway ท่ีสาํคญัในการสงัเคราะห์  adenosine triphosphate จาก
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนั โดยขั้นตอนตน้ คือ การเปล่ียนจาก succinate ไปเป็น fumarate 
โดย succinic dehydrogenase (SDH) ส่วน FAD เป็นตวัท่ีทาใหป้ฏิกิริยา  reduction สมบูรณ์โดยผา่น 
FADH2 และ FADH2 สามารถเปล่ียน tetrazolium salt ไปเป็น formazen ท่ีมีสีนํ้ าเงินและตกตะกอนใน  
mitochondria โดยการทดสอบน้ีตอ้งการ  disodium succinate เป็นตวัตั้งตน้เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์มีผล
ทาใหมี้การเปล่ียนจากสีเหลืองไปเป็นสีนา้เงิน  และระดบัของการเปล่ียนสีเป็นสดัส่วนโดยตรงกบั  
enzymatic reduction ของ tetrazolium salt ผลึกของ MTT formazen สามารถละลายใน dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ก่อน ท่ีจะนาไปอ่านค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ค่าท่ีอ่าน
ไดจ้ะบอก mitochondrial activity และเซลลท่ี์มีชีวิต  
โดย สามารถคาํนวณ %cell viability จากสมการ 
%cell viability =   Absorbance  of  treated  cellAbsorbance  of  control  cell 𝑥𝑥100 
 
 Caco-2 human intestinal cells 
 Caco-2 เป็นเซลลท่ี์มีตน้กาํเนิดจากเซลลม์ะเร็งลาํไสใ้หญ่ ท่ีมีการแสดงออกและลกัษณะ
คลา้ยคลึงกบัเซลล ์epithelial ปกติ ซ่ึงลกัษณะต่างๆ ของ Caco-2 แสดงในตารางท่ี 2 เซลลเ์หล่าน้ีจะมี
ความแตกต่างเม่ือ monolayer มาบรรจบกนั ซ่ึงวิธีการดูแลเซลลเ์หล่าน้ีจะใชส้ภาวะแบบเดียวกนักบั
การเล้ียงเซลลท์ัว่ไป  ในระหวา่งช่วง  phase แรกของเซลลจ์ะปล่อย colonocyte และ enterocyte-
specific protein  การ expression ของ colonocyte ทาํใหล้กัษณะทางชีวเคมีของ enterocyte 
เปล่ียนแปลงไป  ซ่ึงลกัษณะของ monolayer จะมีลกัษณะของเซลลท่ี์เกิดการจดัเรียงกนัโดยมี tight 
junction และบริเวณยดึขึงของเซลล ์ซ่ึงจะแยกระหวา่ง apical microvillar และ basolateral membrane  










การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
  ยา่นาง (Yanang)  มีช่ือวิทยาศาสตร์ Tiliacora triandra (Colebr.) Diels    จดัอยูใ่น วงศ ์
Menispermaceae  มีช่ือพื้นเมืองวา่ เถายา่นาง จอ้ยนาง เถาเขียว เถาวลัยเ์ขียว หยา้ภคินี เครือเขางาม 
ยา่นนาง ยานนาง วนัยอ  ยา่นางเป็นไมเ้ล้ือยตระกลูเดียวกบัเถาวลัย ์  มีลกัษณะเป็นเถา ใบเด่ียวยาวรี 
รูปไข่ ใบหนาผวิเรียบเป็นมนัมีสีเขียวเขม้ เม่ืออ่อนจะมีขนสีเทาข้ึนตามเถา เถาแก่จะมีผวิเกล้ียงเหนียว 
ขนาดของใบยาว 5-10 เซ็นติเมตร กวา้ง 2-4 เซ็นติเมตร ขอบใบเรียว กา้นใบยาวประมาณ 1 
เซ็นติเมตร  ออกดอกสีเหลืองมีขนาดเลก็ ออกเป็นช่อสั้นๆ ตามง่ามใบ ผลกลมใหญ่ เม่ือแก่จดัมีสีเขม้ 
เมลด็ในมีสีดาํ ยา่นางเป็นพืชท่ีพบในแหล่งธรรมชาติบริเวณป่าผสมผลดัใบ ป่าดงดิบ และป่าโปร่งใน
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ รวมทั้งภาคอ่ืนกมี็กระจายทัว่ไป  ยา่นางเป็นพืชท่ีข้ึนในดินทุกชนิด และ
ปลูกไดทุ้กฤดู ขยายพนัธ์ุโดยการใชห้วัและการเพาะเมลด็ (Smitinand & Larson,  1991)  
  ชาวอีสานใชเ้ถาใบอ่อน ใบแก่ตาํคั้นเอานํ้าสีเขียวซ่ึงมีลกัษณะเหนียวและนาํไปตม้กบั
หน่อไมป้รุงเป็นแกงหน่อไม ้หรือซุปหน่อไม ้บางแห่งนาํไปแกงกบัข้ีเหลก็ นาํนํ้ าคั้นยา่นางไปใส่แกง
ขนุน อ่อม และหมก ซ่ึงเป็นอาหารอีสานอีกดว้ย  นอกจากนั้นยงัพบวา่ใบยา่นางมีคุณค่าทาง
สารอาหาร โดยเฉพาะสารเบตา้แคโรทีน แคลเซียม และธาตุเหลก็ ในปริมาณสูง ส่วนรากยา่นาง มี
สารอลัคาลอยดห์ลายชนิด เช่น ทิเรียโครีน (Tiliacorine) ทิเรียโคลินิน (Tiliacorinine) นอร์ทิเรียโคริ
นิน (Nor-tiliacorinine) เป็นตน้ ชาวบา้นมกัใชร้ากยา่นางมาตม้ด่ืมเพื่อใชเ้ป็นยาแกพ้ิษและแกไ้ขเ้กือบ
ทุกชนิด เช่น ไขห้วดั ไขอี้สุกอีใส เป็นตน้  (Mahidol, Sahakitpichan, &  Ruchirawat, 1994 และ 
Wiriyachita & Phuriyakorn, 1981) 
 เครือหมานอ้ย  (Krueo Ma Noy) มีช่ือวิทยาศาสตร์ Cissampelos pareira จดัอยูใ่นวงศ ์
Menispermaceae มีช่ืออ่ืนๆวา่ กรุงเขมา ขงเขมา พระพาย หมอนอ้ย หมานอ้ย กน้ปิด และสีฟัน เครือ
หมานอ้ยเป็นเถาเน้ือแขง็ขนาดกลาง ใบเด่ียว รูปหวัใจ มีขนปกคลุมทัว่ไปทั้งบนใบและทอ้งของใบ 
กน้ใบปิด ดอกตวัผูแ้ละตวัเมียแยกจากกนั มีขนาดเลก็ เมลด็โคง้งอเหมือนพระจนัทร์คร่ึงซีก เครือหมา
นอ้ย เป็นพืชท่ีพบในแหล่งธรรมชาติ  เกิดอยูต่ามท่ีรกร้างวา่งเปล่าในป่าเขาทัว่ไปในเขตร้อน 
(Smitinand & Larson, 1991) นอกจากน้ีรากของเครือหมานอ้ยจะมีสารประกอบส่วนใหญ่เป็นพวก
แอลคาลอยด ์มีสรรพคุณทางยาช่วยลดไข ้แกป้วด ขบัปัสสาวะ แกท้างเดินหรือกระเพาะปัสสาวะ
อกัเสบ คลายกลา้มเน้ือและลดความดนัโลหิต เป็นตน้ (Caceres, Giron, & Martinez, 1978; Dwuma-
badu et al., 1975; Manske & Holmes, 1954)     
 ชาวอีสานใชใ้บมาขย ํ้ากบันํ้า กรองเอากากออก ผสมดว้ยข่าหัน่ฝอย ตน้หอมซอย ตะไคร้หัน่
ฝอย พริกป่น เกลือป่น คนใหเ้ขา้กนั ท้ิงไวจ้ะแขง็ตวัเหมือนวุน้ เรียกวา่วุน้หมานอ้ย จดัเป็นอาหารคาว 









2005) ไดมี้การศึกษาสารสกดัประเภทกมัจากใบเครือหมานอ้ยท่ีทาํใหเ้กิดเจล  พบวา่คือเพคตินโดยมี
โครงสร้างหลกัคือ กรดกาแลคทูโรนิค ท่ีต่อกนัดว้ยพนัธะ α (1,4) และจดัเป็น low methoxyl pectin 
 รางจืด (Thunbergia Laurifolia Lindl.)พืชในวงศ ์Acanthaceae เป็นพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงท่ี
รู้จกักนัดีและใชแ้พร่หลายในวงการแพทยแ์ผนโบราณ จากตาํรายาสมุนไพร (ชะลอ 2519,  เสง่ียม 
2535, วฒิุ 2540, พนิดา 2542, วิทย ์2539) กล่าววา่รางจืดมีรสเยน็ใชป้รุงเป็นยาเขียวถอนพิษไข ้ แก้
เบ่ือเมา  แกร้้อนใน  กระหายนํ้า และใชรั้กษาผูป่้วยท่ีถูกพิษต่าง ๆ เช่น พิษจากสุรา เห็ดเมา พิษ
เน่ืองจากอาการแพ ้หรือรับประทานสตัวท่ี์มีพิษ รวมทั้งใชรั้กษาผูท่ี้ไดรั้บสารเคมีท่ีมีพิษร้ายแรง เช่น
สารหนู สตร๊ิกนิน และสารกาํจดัแมลงชนิดต่าง ๆ (พาณี และ ชชัวดี 2523)  จากการศึกษาของ 
Oonsivilai et al., (2007) พบวา่สารสกดัอะซีโตน  สารสกดัเอทานอล และสารสกดันํ้าของรางจืดมี
ฤทธ์ิในการเหน่ียวนาํเอนไซม ์ phase II ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัระบบ detoxification ของ
ร่างกายและยงัพบวา่สารสกดัดงักล่าวมีฤทธ์ิในการเป็นสารต่อตา้นการก่อกลายพนัธ์ใน Samonella 
typhimurium TA 98 และ TA 100 ซ่ึงผลการศึกษาสามารถอธิบายการใชร้างจืดในการแกพ้ิษ  เบ่ือเมา  
ในการใชส้มุนไพรชนิดน้ีได ้
 มีรายงานการศึกษาคุณสมบติัทางเคมีและเภสชัวิทยาของรางจืดดงัน้ี  สารเคมีท่ีพบในรางจืด
ส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่ม flavonoids ไดแ้ก่ apigenin, cosmodin และ delphinidin-3,5-di-O-β-D-
glucoside วีรยทุธ(2522) วิเคราะห์ส่วนประกอบของนํ้าสกดัใบรางจืดพบวา่มี  amino acids 4 ชนิดคือ 
methionine, serine, glycine, และ unidentified amino acid แต่ถา้สกดัดว้ย petroleum ether พบ 
steroids 8 ชนิด และ carotenoid หน่ึงชนิด รัชฎาพรและคณะ ( 2007) ไดศึ้กษา phytochemical 
profiling ของสารสกดัรางจืดนํ้า  อะซีโตน และเอทานอลโดยวิธี High Pperformance Liquid 
Chromatography พบวา่ caffeic acid และ apigenin เป็นส่วนประกอบหลกัของสารสกดันํ้า  ขณะท่ี
สารประกอบ chlorophyll a, chlorophyll b, pheophorbide a, pheophytin a, และ lutein เป็น
ส่วนประกอบหลกัของสารสกดัอะซีโตนและสารสกดัเอทานอล  
 ศิริวรรณ ( 2522) พบวา่สารสกดัใบรางจืดสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย 
Aerobacter aerogens ไดใ้นขณะท่ี Kongyingyos และคณะ(1990) ใชน้ํ้ าสกดัใบรางจืดยบัย ั้งการเจริญ
ของไวรัส herpes simplex type 1 และ Chanawirat (2000) ใชส้ารสกดัจากใบรางจืดลดพิษต่อตบัของ
แอลกอฮอร์ในหนูขาวได ้ส่วนสุพรและคณะ (2541) ไดพ้ฒันาสารสกดัใบรางจืดเป็นยาทาภายนอก
สาํหรับตา้นการอกัเสบ  เพราะสามารถตา้นการอกัเสบในหนูทดลองไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ   
 นอกจากน้ีมีการทดสอบยนืยนัวา่นํ้ าสกดัใบรางจืดสามารถลดอตัราการตายของหนูขาว
เน่ืองจากพิษของสารกาํจดัแมลงได ้(พาณี และ ชชัวดี, 2523, วีรวรรณ, 2523) และยงัสามารถลด









 เร็ว ๆ น้ี รัชฎาพรและคณะ (2007) ไดท้ดสอบคุณสมบติัในดา้นการแกพ้ิษของสารสกดั
รางจืดโดยวดัค่าการเพิ่มการออกตามฤทธ์ิของเอนไซม ์ NAD(P)H: quinine oxidoreductase 
(NQO1)ในเซลลต์บัชนิด Hepa 1c1c7 พบวา่ สารสกดัอะซีโตนมีฤทธ์ิในการเพิ่มปฏิกิริยาของเอนไซม ์
NQO1 สูงสุด 2.8 เท่าเม่ือเทียบกบัตวัควบคุม รองลงมาคือสารสกดัเอทานอลและสารสกดันํ้าซ่ึงมีฤทธ์ิ
ในการเพิ่มปฏิกิริยาของเอนไซม ์1.35 และ 1.56 เท่าตามลาํดบัและทาํการทดสอบฤทธ์ิการเป็นสารก่อ
กลายพนัธ์ุและการต่อตา้นฤทธ์ิของสารก่อกลายพนัธ์ุ พบวา่สารสกดัรางจืดทุกชนิดมีฤทธ์ิตา้นการก่อ
กลายพนัธ์ุของ 2 Amino-anthracene สูงสุดท่ี สายพนัธ์ุ TA 98 และ TA100.  
 สารสกดันํ้าแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยการตรวจสอบดว้ยวิธี DPPH assay ท่ีค่า EC50 
สูงสุดท่ี 0.13 มิลลิกรัมกรดกาลิคต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกดัเอทานอลและอะซีโตนแสดงค่า EC50 ท่ี 
0.26 และ 0.61 มิลลิกรัมกรดกาลิคต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั นอกจากน้ีการแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
โดยการตรวจสอบดว้ยวิธี  FRAP assay สูงสุดท่ี 0.93 มิลลิโมลต่อกรัมในสารสกดันํ้า รองลงมาเป็น































3.1. การเตรียมสารสกดัย่านาง  เครือหมาน้อย  และรางจืด 
3.1.1     การเตรียมวตัถุดิบ  
นาํใบยา่นาง  รางจืด และเครือหมานอ้ย มาลา้งนํ้าใหส้ะอาด  ผึ่งใหแ้หง้แลว้นาํไปอบท่ี
อุณหภูมิ  60oC  เป็นเวลา  6 ชัว่โมง สาํหรับรางจืด และ 3 ชัว่โมงสาํหรับยา่นางและเครือหมานอ้ย  
จากนั้นนาํมาบดใหล้ะเอียดแลว้บรรจุใส่ถุงพร้อมปิดผนึกแบบสุญญากาศ  และเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4oC 
3.1.2 การเตรียมสารสกดั  
ชัง่ตวัอยา่งยา่นาง/ รางจืด/ เครือหมานอ้ย  100  mg   เติมนํ้าร้อน 100oC / เอทานอล / อะซี
โตน  12 ml  นาํไปเขยา่ดว้ย Shaking water bath  25oC เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นนาํไป Centrifuge ท่ี 
3000 g  3 นาที  4oC   เกบ็ส่วนใสโดยกรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 4  แลว้นาํตะกอนท่ีเหลือไปสกดั
ซํ้าอีก 2 คร้ัง  ปรับปริมาตรส่วนใสใหค้รบ  50  ml  จากนั้นปิเปตตวัอยา่ง 2 ml  ใส่หลอดทดลอง แลว้
นาํไปทาํใหแ้หง้ดว้ย Freeze dryer  และ Vacuum dryer  สาํหรับสารสกดันํ้าและสารสกดัเอทานอล
กบัอะซีโตน ตามลาํดบั  แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20oC 
3.2. การวเิคราะห์ปริมาณของ  Total phenolic  
โดยการทาํละลายสารสกดัแหง้ดว้ยตวัทาํละลาย นํ้า หรือ อะซีโตน หรือเอทานอล แลว้ ปิเปต
สารละลายตวัอยา่ง ละ  20  ไมโครลิตร  ใส่ในหลอดทดลองแลว้เติมนํ้า  1.58  มิลลิลิตร  เติม
สารละลาย  Folin-Ciocalteu  100  ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง   Vortex  ท้ิงไว ้ 5  นาที  เติม
โซเดียมคาร์บอเนต (20% w/v)  300 ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัอีกคร้ัง  แลว้จึงเกบ็ไวใ้นท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  2  ชัว่โมง  หลงัจากนั้นจึงนาํมาวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง (Spectrophotometer )  (Biochrom, Libra S22 S/N 97765, UK )  ท่ีความยาวคล่ืน  765  
นาโนเมตร และหา  Total  Phenolic  Compound  โดยใช ้ gallic  acid  เป็นมาตรฐาน  ระดบัความ
เขม้ขน้ของ gallic  acid  ท่ีใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐานคือ  0 , 50 , 100 , 150  และ 200  ppm  ใน 














 โดยการทาํละลายสารสกดัแหง้ดว้ยตวัทาํละลายนํ้า อะซีโตน หรือเอทานอล แลว้ ปิเปตสารละลาย
ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ  100  ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมสารละลาย DPPH 1.90 มิลลิลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง   Vortex  แลว้เกบ็ไวใ้นท่ีมืด  ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  15  นาที  หลงัจากนั้นทาํการวดั
ค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  (Biochrom, Libra S22 S/N 
97765, UK )  ท่ีความยาวคล่ืน  515  นาโนเมตร และคาํนวณหา % inhibition จากสูตร 
 % 𝐼𝐼𝐼𝐼ℎ𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝐼𝐼 = �𝐴𝐴𝑖𝑖𝑏𝑏𝑏𝑏𝐼𝐼𝑏𝑏 −𝐴𝐴𝑠𝑠𝑏𝑏𝑠𝑠𝑠𝑠𝑏𝑏𝑠𝑠
𝐴𝐴𝑖𝑖𝑏𝑏𝑏𝑏𝐼𝐼𝑏𝑏
� × 100 
3.3.2 วธีิ Ferric-reducing antioxidant power (FRAP)  
โดยทาํการเตรียมสารละลาย FRAP จากสารละลาย acetate buffer (pH 3.6), TPTZ 10 mMใน 
HCl เขม้ขน้ 40 mM และสารละลาย Ferrous chloride เขม้ขน้ 20 mM ในอตัราส่วน 10:1:1 (v/v) 
ตามลาํดบั สารละลาย FRAP จะตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนใชง้าน และนาํไปอุ่นในอ่างควบคุม
อุณหภูมิ ท่ี 37 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะนาํมาใช ้  
ในทดสอบดว้ยวิธีน้ี  จะใชส้ารสกดัปริมาณ 50 ไมโครลิตร  แลว้เติมสารละลาย FRAP 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เกบ็ไวใ้นท่ีมืดเป็นระยะเวลาเวลา 4 นาที นาํไปวดัค่าดูดกลืน
แสงท่ี 593 นาโนเมตร โดยทาํการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย Ferric sulfate ท่ีมี
ความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 100-2000 µM โดยทาํการทดลองจาํนวนสามซํ้าและหาค่าเฉล่ีย  
3.3.3 การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วย 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothia-
zoline-6-sulfonic acid)   
เตรียมสารละลาย  ABTS+ cation radical  โดยการผสมสารละลาย  ABTS 14 mM  5 ml และ 
4.9 mM potassium persulfate (K2S2O8) 5 ml  ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา  
16 ชัว่โมง  ก่อนใชน้าํสารละลาย ABTS+ มาเจือจางดว้ยเอทานอลใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง  
0.700 ± 0.020  ท่ีความยาวคล่ืน  734  นาโนเมตร  จากนั้นปิเปตสารละลาย ABTS+  950  ul  ผสมกบั
สารสกดัตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน  50  ul  โดยใชน้ํ้ ากลัน่เป็น Blank  ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวใ้นท่ี
มืดเป็นเวลา  6  นาที  จากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  734  นาโนเมตร  โดยใช้ 
BHT  และ  Trolox  เป็นชุดควบคุม  จากนั้นคาํนวณความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ( %) ตาม
สมการ   
 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑏𝑏𝑠𝑠𝑠𝑠𝐼𝐼𝑠𝑠𝑖𝑖𝐼𝐼𝑠𝑠 𝑠𝑠𝑒𝑒𝑒𝑒𝑠𝑠𝑠𝑠𝑖𝑖  % = �(𝐴𝐴0 − 𝐴𝐴1)










โดย A0  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ blank และ A1  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสาร 
สกดัตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน 
 
3.4  การเพาะเลีย้งเซลล์ 
เซลลม์ะเร็งลาํไสใ้หญ่ (Caco-2 cell) ไดรั้บจากมหาวิทยาลยันเรศวร จงัหวดัพิษณุโลก โดยใช ้
passage ท่ี 29-32 ทาํการเล้ียงเซลลใ์น 75-T flask ( ขนาด 75 cm2) โดยเซลลท่ี์ใชใ้นการเล้ียงเร่ิมตน้ 
เท่ากบั 4x105 cells/cm2  และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก 2 วนั โดยอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ใช ้คือ complete 
medium ท่ีมีกลูโคสในปริมาณสูง  (DMEM) ใช ้10.0 % heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 
กรดอะมิโนไม่จาํเป็น(non-essential amino acid) 10 มิลลิลิตร/ลิตร, แอล-กลูตามีน (L-glutamine) 2.0 
มิลลิโมล/ลิตร, แอมโฟเทอริซิน บี  (amphotericin B) 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร, เจนตาไมซิน( gentamicin) 50 
มิลลิกรัม/ลิตร, HEPES 15 มิลลิโมล/ลิตร  และ โซเดียมไบคาร์บอเนต (sodium bicarbonate) 44  มิลลิ
โมล/ลิตร  
3.5  การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธีิ MTT  
   เล้ียง Caco-2 cell line ใน 96-well plate โดยมีจาํนวนเซลลเ์ร่ิมตน้เท่ากบั  500 เซลล/์ช่อง ทาํ
การเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง นาํสารสกดัรางจืดท่ีเตรียมไดเ้จือจางดว้ยแอทานอล และ
ละลายสารสกดัดว้ยอาหารเล้ียงเซลลเ์พื่อใหมี้ความเขม้ขน้ตามท่ีตอ้งการ ซ่ึงอยูใ่นช่วง 2 ug/ml ถึง 
600 ug/ml โดยใช ้DMSO 0.1% เป็นตวัอยา่งควบคุม 
ทาํการบ่มสารสกดัใน Caco-2 cell line เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบระยะเวลาดงักล่าว 
ปิเปิตสารสกดัออกจากเซลล ์และเติมอาหารเล้ียงเซลลล์งไปใหม่ บ่มต่อเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง และ    
นาํไปทดสอบดว้ย MTT โดยเติม MTT ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 mg/ml ใน PBS ปริมาตร 50 µl  ทาํการบ่ม
เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นดูดเอาอาหารเล้ียงเซลลแ์ละ MTT ออก แลว้ลา้งดว้ย  DMSO ปริมาตร 
200 µl  และ Sorensen’s Glycine Buffer, pH 10.5 ปริมาตร 25 µl   นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี  570 นา
โนเมตร นาํไปหาพลอ็ตกราฟ  dose-response โดยพิจารณาท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัจาํนวน 8 
ระดบั ใชค่้าเฉล่ียของแต่ละความระดบัเขม้ขน้  จาก 96-well plate จาํนวน 4 ช่อง แลว้คาํนวณหาความ





















ตวัทาํละลายท่ีแตกต่างกนัคือ นํ้ า, เอทานอล, และอะซีโตน วิเคราะห์โดยการใช ้ Folin-Ciocalteu  
reagent   ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัแต่ละชนิดไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 1 ซ่ึงพบวา่ตวัอยา่งท่ี
สกดัดว้ยนํ้ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดสูงกวา่เอทานอล และอะซีโตน โดยรางจืดท่ีสกดัดว้ยนํ้ามี
ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด (2,634.87 mg GAE /100 g RM) ตามดว้ยเครือหมานอ้ยและยา่นาง
ท่ีสกดัดว้ยนํ้า (1,940.73 mg GAE /100 g RM  และ 978.99 mg GAE /100 g RM ตามลาํดบั) 
ส่วนรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ตํ่าสุด (81.58 mg GAE / 100 g RM) โดย
ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัรางจืดมีปริมาณใกลเ้คียงกบัการศึกษาของรัชฎาพรและคณะ 
(2006) 
ตารางที ่1 : ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมดของสารสกดัย่านาง รางจืด และเครือหมาน้อยทีส่กดัด้วยตัวทาํ
ละลายชนิดต่าง ๆ  
Samples 
Total Phenolics (mg GAE / 100 g RM) 
Water Ethanol Acetone 
Rang Chuet 2634.87  ±  195.054a      305.24  ±  43.436        81.58  ±  18.121 
Yanang 978.99  ±  17.348      267.03  ±  16.416      164.56  ±  29.684 
Krueo Ma 
Noy   1940.73  ±  33.845      284.74  ±  6.454      144.66  ±  13.355 
a  




















รูปที ่4 : เปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสาร ของสารสกดัยา่นาง, รางจืด, และเครือหมานอ้ย
ท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ (mg GAE / 100 g RM) โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัหมายถึง ค่าเฉล่ียมี
ความแตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  (P < 0.05) 
เม่ือทาํการเปรียบเทียบกบัรางจืดกบัสมุนไพรประเภทชงด่ืม เช่น Tropical herbal tea,  
Temperature herbal tea และ Camellia tea พบวา่ สารสกดัรางจืดนํ้ามีประปริมาณของ Total phenolic 





 การวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl 
(DPPH)  เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัในการรวมตวักบั DPPH ท่ีอยูใ่นรูปอนุมูลอิสระท่ี










 ในการศึกษาไดว้ิเคราะห์ความสามารถของสารสกดัในการทาํให้ ความเขม้ขน้ของ DPPH● 
ลดลง 50% (IC50)  โดยใช ้BHT และ Ascorbic acid เป็นตวัควบคุมไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2  โดย
พบวา่ รางจืดท่ีสกดัดว้ยนํ้ามีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด (3.920 mg / ml) ตามดว้ย
เครือหมานอ้ยท่ีสกดัดว้ยนํ้า (6.170 mg / ml) และรางจืดท่ีสกดัดว้ยเอทานอล (9.015 mg / ml)  
ส่วนรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนพบวา่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระตํ่าสุด (52.910 mg / 
ml) 
ตารางที ่2 : ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วย 1 ,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl (DPPH) 
ของสารสกดัย่านาง, รางจืด, และเครือหมาน้อยทีส่กดัด้วยตัวทาํละลายชนิดต่าง ๆ  
Samples 
IC50 (mg / ml) 
Water Ethanol Acetone 
Rang Chuet  3.920  ±  0.198 a 9.015  ±  1.534 52.910  ±  8.994 
Yanang 19.715 ±  1.874 37.340  ±  2.404 41.980  ±  0.905 
Krueo Ma 
Noy 6.170  ±  0.099 36.300  ±  0.283 26.060  ±  0.608 
BHT 0.339  ±  0.039  mg / ml 
Ascorbic cid 0.036  ±  0.007  mg / ml 



























รูปที ่5 : เปรียบเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl 
(DPPH) ของสารของสารสกดัยา่นาง, รางจืด, และเครือหมานอ้ยท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ 
(IC50 mg/ml) โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัหมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
(P < 0.05) 
2.2 การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วย 2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
 เป็นการวดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั โดย ABTS จะถูกเปล่ียนเป็น
อนุมูลอิสระดว้ยการเติมโซเดียมเ ปอร์ซลัเฟต  (K2S2O8) และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโน
เมตร 
 ในการศึกษาไดว้ิเคราะห์ความสามารถของสารสกดัโดยใช ้ BHT และ Trolox  เป็นตวั
ควบคุม ไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 3 โดยพบวา่ รางจืดท่ีสกดัดว้ยนํ้ามีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระสูงสุด (1.598 mg / ml) ตามดว้ยเครือหมานอ้ยและยา่นางท่ีสกดัดว้ยนํ้า (2.973 mg / ml, 
และ 7.676 mg / ml ตามลาํดบั) ส่วนรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนพบวา่มีความสามารถในการตา้น










ตารางที ่3 : ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วย 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) ของสารสกดัย่านาง, รางจืด, และเครือหมาน้อยทีส่กดัด้วยตัวทาํละลายชนิดต่าง ๆ  
Samples 
IC50 (mg / ml)  
Water Ethanol Acetone 
Rang Chuet   1.598  ±  0.211a  30.477  ±  0.159 60.647  ±  0.118 
Yanang  7.676  ±  1.112  19.114  ±  0.595      31.221  ±  0.558 
Krueo Ma 
Noy         2.973  ±  0.202         20.599  ±  3.384 32.744  ±  1.678 
BHT 0.0853  ±  0.0094   
Trolox 0.0488 ±  0.0078   




รูปที ่ 6 : เปรียบเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ของสารของสารสกดัยา่นาง, รางจืด, และเครือหมานอ้ยท่ี
สกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ (IC50 mg/ml) โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัหมายถึง ค่าเฉล่ียมีความ











Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay  เป็นการวดัความสามารถในการ
ตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมดซ่ึงเกิดจาก การรีดิวซ์ โดยใชส้ารประกอบเชิงซอ้นของเหลก็ เฟอริค Fe3+ กบั 
TPTZ (ferric  tripyridyltriazine)  ไดส้ารประกอบเชิงซอ้นของเหลก็เฟอรัส Fe2+ กบั TPTZ ซ่ึงมี
สีนํ้ าเงิน  และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร  
ในการศึกษา สมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั พบวา่ตวัอยา่งท่ีสกดัดว้ยนํ้ามี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่เอทานอล และอะซีโตน ดงัแสดงในตารางท่ี 4  โดย
รางจืดท่ีสกดัดว้ยนํ้ามีความสามารถในการตา้นอนุมู ลอิสระสูงสุด (0.254 mmol Fe2+/g RM)  ตาม
ดว้ยเครือหมานอ้ยและยา่นางสกดัดว้ยนํ้า (0.163 mmol Fe2+/g RM และ 0.054 mmol Fe2+/g 
RM ตามลาํดบั)  และรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระตํ่าสุด (0.010 
mmol Fe2+/g RM)  
ตารางที ่4 : สมบัติในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัย่านาง, รางจืด, และเครือหมาน้อยทีส่กดัด้วย
ตัวทาํละลายชนิดต่าง ๆ  
Samples 
Total Antioxidant activity (mmol Fe 2+ / g RM)  
Water Ethanol Acetone 
Rang Chuet  0.254  ±  0.0193 a 0.037  ±  0.0015 0.010  ±  0.0015 
Yanang 0.054  ±  0.0012 0.034  ±  0.0015 0.014  ±  0.0006 
Krueo Ma 
Noy 0.163  ±  0.0053 0.026  ±  0.0021 0.012  ±  0.0010 
BHT 2.369   ±  0.141 























รูปที ่7 : เปรียบเทียบสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระของสาร ของสารสกดัยา่นาง, รางจืด, และเครือ
หมานอ้ยท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ (mmol Fe 2+ / g RM) โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัหมายถึง 
ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  (P < 0.05) 
จากการศึกษาความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารสกดัสมุนไพรทั้งสามชนิดดว้ยวิธี 
DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา่ สารสกดันํ้ามีคุณสมบติัในการตา้นออกซิเดชนัได้
ดีท่ีสุด โดยสามารถเรียงลาํดบัความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัตามชนิดของสมุนไพรทั้งสาม
ชนิดได ้ดงัน้ี รางจืด เครือหมานอ้ย และยา่นาง หากเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานคือ BHT, Ascorbic 
acid และ Trolox พบวา่สารสกดัสมุนไพรทั้งสามชนิดมีประสิทธิภาพตํ่ากวา่สารมาตรฐาน  และ
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารสกดัจะสอดคลอ้งกบัปริมาณของ Total phenolic ท่ีมีใน
ตวัอยา่ง หากสารสกดัใดมีปริมาณของ Total phenolic มากจะมีความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั
มากเช่นกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาความสมัพนัธ์ของปริมาณฟีนอลิกกบัความสามารถในการเป็น













การทดสอบในหอ้งทดลอง  (In vitro) โดยใชเ้ซลลไ์ลน์ และส่วนประกอบของเซลล์  ทดสอบ
ความเป็นพิษของสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ต่างๆนั้น  ใหผ้ลท่ีเช่ือถือไดแ้ละเป็นท่ียอมรับ  ในขณะท่ีผล
การทดสอบในสตัวท์ดลองมกัจะทดสอบท่ีปริมาณสารเคมีสูงเกินความเป็นจริงหลายเท่า  ซ่ึงอาจไม่
สอดคลอ้งการปริมาณท่ีมนุษยไ์ดรั้บจริง  นอกจากน้ีเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลล์  ยงัประหยดัเวลา  
งบประมาณ สามารถท่ีจะทดลองซํ้าไดม้ากกวา่ และท่ีสาํคญัไม่ตอ้งเผชิญกบัองคก์รเอกชนท่ีต่อตา้น
การใชส้ตัวท์ดลองอีกดว้ย (Cetin et.al., 2005) 
ตารางที ่5 แสดงค่า IC50 ( µl/ml) ของสารสกดัย่านาง เครือหมาน้อย และรางจืดต่อ Caco-2 cell lines 
ประเภทของสมุนไพร ช่ือวิทยาศาสตร์ การสกดั IC50 ( µl/ml) 
ยา่นาง Tiliacora triandra (Colebr.) Diels 
นํ้า >200 
แอทานอล       >350 
อะซีโตน  >200 
เครือหมานอ้ย Cissampelos pareira 
 
นํ้า 198±14 
แอทานอล       >200 
อะซีโตน  >200 




การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารสกดัสมุนไพรคือ รางจืด เครือหมานอ้ยและยา่นางใน 
Caco-2 cell lines โดยวิธี MTT assay (Mossman, 1983) พบวา่ ค่า IC50 ของสารสกดัทุกชนิดมีค่า
มากกวา่ 100 µg/ml ดงัแสดงในตารางท่ี 5 และตวัอยา่งควบคุมคือ 0.1 % DMSO ไม่ทาํใหเ้กิดพิษต่อ
เซลลเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์มีเฉพาะอาหารเล้ียงเซลลเ์ท่านั้น ดงันั้นจึงถือวา่ สารสกดัรางจืด เครือ
หมานอ้ยและยา่นาง จดัอยูใ่นกลุ่มของสารท่ีมีความพิษตํ่าต่อ Caco-2 cell lines ในปี 2006  Okonogi 
และคณะ ไดท้าํการศึกษาความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัและความเป็นพิษของเปลือกผลไมบ้าง
ชนิดต่อ Caco-s cell linesและ peripheral blood mononuclear cells พบวา่ สารสกดัจากเปลือกเงาะมี
ประสิทธิภาพในการเป็นสารตา้นการเกิดออกซิเดชนัจากธรรมชาติและ เหมาะสาํหรับการในไปใช้
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีจากธรรมชาติในผลิตภณัฑอ์าหารหรือผลิตภณัฑย์า เน่ืองจากมีปริมาณ
ของสารตา้นออกซิเดชนัค่อนขา้งสูงและมีความเป็นพิษตํ่า (IC50 > 100 ug/ml) 
Boivin และคณะ (2009) ไดร้ายการวา่สารสกดัจากผกัตระกลูกะหลํ่า มีความสามารถในการ










พืชแต่ละชนิดอีกดว้ย ดงันั้นสมุนไพรทั้งสามชนิดคือ ยา่นาง เครือหมานอ้ย และรางจืดความสามารถ 
ในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นความสามารถในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของ
เซลลจึ์งแตกต่างกนัไปดว้ย  และสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  Oonsivilai และคณะ(2008) โดยไดท้าํ
การ ศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัรางจืดต่อเซลลช์นิดต่างๆ รวมทั้ง Caco-2 cell line พบวา่ การ
สกดัดว้ย petroleum ether มีพิษกบัเซลลม์ากกวา่สารสกดัอ่ืนๆ และสารสกดันํ้าจะมีค่า IC50 เท่ากบั 
147±15 ซ่ึงใกลเ้คียงกนั และนอกจากน้ี ยงั พบวา่ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง
จะแตกต่างกนัตามแต่ชนิดของเซลล ์  
































   จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดั ยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด ในดา้นการ
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและการเป็นสารตา้นการเพิ่มจาํนวนของเซลล ์โดยเตรียมสารสกดัดว้ยตวัทาํ
ละลายชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ นํ้ า  เอทานอล และอะซีโตน จากการศึกษาพบวา่ปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมด
ของสารสกดัรางจืดนํ้ามีปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด (2,634.87 mg GAE /100 g RM) 
รองลงมาไดแ้ก่สารสกดันํ้าเครือหมานอ้ยและยา่นาง  (1,940.73 mg GAE /100 g RM  และ 
978.99 mg GAE /100 g RM) ตามลาํดบั ส่วนสารสกดัรางจืดอะซีโตนมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
ตํ่าท่ีสุด (81.58 mg GAE / 100 g RM)  และเม่ือศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ย
วิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา่ สารสกดัรางจืดนํ้ามีความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดีท่ีสุดท่ี ค่า  IC50 3.920 mg/ml, 1.598 mg/ml และ 0.254 mmol Fe2+/g RM ตามลาํดบั เม่ือ
เปรียบเทียบสารสกดันํ้าของสมุนไพรทั้งสามชนิด รองลงมาไดแ้ก่เครือหมานอ้ย และยา่นาง 
ตามลาํดบั 
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารสกดัสมุนไพรคือ รางจืด เครือหมานอ้ยและยา่นางใน 
Caco-2 cell lines โดยวิธี MTT assay  พบวา่ ค่า IC50 ของสารสกดัทุกชนิดมีค่ามากกวา่ 100 µg/ml ดงั
แสดงในตารางท่ี 5 และตวัอยา่งควบคุมคือ 0.1 % DMSO ไม่ทาํใหเ้กิดพิษต่อเซลลเ์ม่ือเปรียบเทียบกบั
เซลลท่ี์มีเฉพาะอาหารเล้ียงเซลลเ์ท่านั้น ดงันั้นจึงถือวา่ สารสกดัรางจืด เครือหมานอ้ยและยา่นาง จดั
อยูใ่นกลุ่มของสารท่ีมีความพิษตํ่าต่อ Caco-2 cell lines  
ดงันั้นการสกดัดว้ยนํ้าจึงจดัเป็นสารสกดัท่ีเหมาะสมในการนาํไป   เน่ืองจากมีปริมาณของ 
ปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic) มากกวา่สารสกดัอ่ืนๆ และความสามารถในการตา้น
ออกซิเดชนัมากข้ึนดว้ยเช่นกนั นอกจากน้ีสารสกดัรางจืด เครือหมานอ้ยและยา่นาง จดัอยูใ่นกลุ่มของ
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1. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  20 % (w/v) 
ละลายโซเดียมคาร์บอเนต  20 กรัม ในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรจนครบ  100  มิลลิลิตร 
 
2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid stock solution 5 mg/ml 
ละลาย gallic acid 0.5 กรัม ใน 95% เอทานอล  10  มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยนํ้า
กลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร 
 
3. การเตรียมสารละลาย  DPPH  62.5 µM 
ละลาย  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  2.4643  มิลลิกรัม ในเมทานอลเลก็นอ้ย  
จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยเมทานอลจนครบ  100 มิลลิลิตร 
 
4. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน BHT stock solution 1 mg/ml 
ละลาย  BHT  50.0  mg  ในเอทานอล 95% และปรับปริมาตรจนครบ  50  มิลลิลิตร 
 
5. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic  acid  stock solution 0.5 mg/ml 
ละลาย  Ascorbic acid  25.0  mg  ในเมทานอลและปรับปริมาตรจนครบ  50  มิลลิลิตร 
 
6. การเตรียมสารละลาย Acetate buffer   300 mM  pH 3.6 
ละลายโซเดียมอะซีเตตไตรไฮเดรต  1.55  กรัม  ในกรดอะซีติก  8  มิลลิลิตร  จากนั้นปรับ
ปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ  500  มิลลิลิตร 
 
7. การเจือจาง HCl  ให้มีความเข้มข้น  40  mM   
ปิเปต  HCl  เขม้ขน้ (12.04 M)  1.66  มิลลิลิตร  แลว้ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ  500  
มิลลิลิตร 
 
8. การเตรียมสารละลาย  TPTZ 10 mM   











9. การเตรียมสารละลาย  ferrous chloride 20 mM 
ละลายเฟอริคคลอไรด ์ (FeCl3.6H2O)  0.054  กรัมในนํ้ากลัน่  10  มิลลิลิตร  โดยตอ้งเตรียม
ใหม่ทุกคร้ังก่อนนาํมาวิเคราะห์ 
 
10. การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอรัสซัลเฟต   2  mM  (stock solution) 
ละลายเฟอรัสซลัเฟต  (FeSO4.7H2O)  0.0278  กรัมในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรจนครบ  50  
มิลลิลิตร 
 
11. การเตรียมสารละลาย  potassium persulfate (K2S2O8)  4.9 mM 
ละลายโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต  0.0662  กรัมในนํ้ากลัน่  และปรับปริมาตรจนครบ  50  
มิลลิลิตร 
 
12. การเตรียมสารละลาย  ABTS 14 mM   
ละลาย  ABTS  0.0385  กรัม ในนํ้ากลัน่  5  มิลลิลิตร  เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืด 
 
13. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Trolox  stock solution  10 mg/ml 
















































































Standard Curve of Gallic Acid


















Standard Curve of BHT
กราฟมาตรฐานในการวเิคราะห์ 
1. กราฟมาตรฐานในการวเิคราะห์ Total Phenolics 













2. กราฟมาตรฐานในการวเิคราะห์ Antioxidation  ด้วย  DPPH Assay 







































Curve of  Std.Trolox

















Standard Curve of Ascorbic Acid














3. กราฟมาตรฐานในการวเิคราะห์ Antioxidation  ด้วย  ABTS Assay 









































Standard Curve of BHT























calibration curve of ferrous sulfate














4. กราฟมาตรฐานในการวเิคราะห์ Antioxidation  ด้วย  FRAP Assay 
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7.1 หวัหนา้โครงการวิจยั : การประยกุตใ์ช ้ neural network สาํหรับคา้หาค่าความเขม้ข้ น
วิกฤตในสารละลาย β-glucan 
7.2 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ :  
1.  รายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์โครงการการประยกุตใ์ช ้neural  network สาํหรับคน้หา
ค่าความเขม้ขน้วิกฤตในสารละลาย β-glucan แหล่งทุน มทส. 
2.  รายงานฉบบัสมบูรณ์เร่ืองการเตรียมสารสกดัอุดมดว้ยวิตามินซีจากผกั  แหล่งทุน 
IRPUS สกว. 
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- การศึกษาการสกดั องคป์ระกอบ และคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของสารสกดัจากใบยา่นาง 
7.2 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือผลงานวิจยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และแหล่งทุน  (อาจ มากกวา่ 1 
เร่ือง) 
- การเพิ่มศกัยภาพสินคา้หน่ึงตาํบลหน่ึงผลิตภณัฑใ์นจงัหวดัอุบลราชธานี 
           ไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากโครงการตามแผนยทุธศาสตร์การพฒันาจงัหวดัปีงบประมาณ   
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- การใชส้ารไฮโดรคอลลอยดเ์พื่อลดการดูดซบันํ้ามนัของกลว้ยทอด 
- ไดรั้บทุนอุดหนุนงานวิจยัจากเงินรายไดข้องมหาวิทยาลยัอุบลราชธานีเพื่อการพฒันาและ    













- การศึกษาการสกดั องคป์ระกอบ และคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของสารสกดัจากใบยา่นาง 
     ไดรั้บทุนอุดหนุนงานวิจยัจากสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวิจยั ประจาํปีงบประมาณ 2548 
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วิจยัลุล่วงแลว้ประมาณร้อยละเท่าใด 
- การสกดัและศึกษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนเขม้ขน้จากรําขา้ว 
ไดรั้บทุนอุดหนุนงานวิจยัจากสาํนกังานคณะกรรมการการวิจยัแห่งชาติ ประจาํปีงบประมาณ 2551 
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